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RIKAGAKU KENKYUSHO 
Hirosawa, Wako-shi (3aitama-ken, Japan) 

Alkalische Cellulase und Verfahren zu ihrer Erzeugung 

Die Erfindung betrifft eine neue alkalische 
Cellulase und ein vorteilhaf tes Verfahren zu ihrer Er- 
zeugung durch ZUchtung eines neuartigen, alkalische 
Cellulase erzeugenden Mikroorganismus in einem alkali- 
schen Uahrmedium, das ein Carbonat enthalt. 

Das Vorhandensein von Cellulasen ist bisher 
in bestimmten Art en von Pilzen, Bakterien, Mollusken 
und hoheren Tieren nachgewiesen v.orden. Von (Pieren und 
Pilzen stanimende Cellulasen haben eine optimale Akti- 
vitat bei pH-Werten von 5,0-6,0. Von Bakterien der 
Gattung Pseudomonas Oder dergleichen stammend^ Cellu- 
lasen h'aben eine optimale Aktivitat bei einem pH-Wert 
von etwa 7,0. Hinsichtlich der Hitzebestandigkeit der- 
artiger Cellulasen ist bekannt, daB ihre Aktivitat bei 
einer Temperatur von 60-70° nach zehn Minuten verloren^- 
geht. Es ist ferner bekannt, dafl ihre Aktivitat durch 
Schwermetalle allgemein gehemmt wird. 

Die Aufgabe der Erfindung besteht nun in der 
Schaffung einer neuen alkalischen Cellulase, die eine 
optimale Aktivitat in einem pII-Bereich von 5,0-10,0 
besitzt, die auch noch eine Aktivitat besitzt, nachdem 
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aie 10 Minuten lang auf 70° C erhitzt worden iat, und 
deren Aktivitat durch Schwermetalle nicht behindert 
wird. ^ - 

Diese Auf gab e wird durch das erf indungsgemaBe 
Verfahren gelost, in deia eine neue alkalieche Ceilulaao 
erzeugende Bakterien der Gattung Bacillus in einem ge- 
eigneten Medium gezilchtet und die erzeugte neue allrali- 
ache Cellulase aus der Nahrbouillon gewonnen wird. 

Die neue alkalische Cellulase geaaB der 2r- 

f indung hat bei einer lemperatur von 40° C eine optimale 

Aktivitat in einem pH-Bereich von etna 5-10 und kann da- 

durch erzeugt werden, daB -ein alkallaches Hahrmedium, 

das ein Carbonat enthalt, mit Hilfe einee Mikroorganis- 

mus vom Stamin Bacillus N- oder Stasia Bacillus H. ver- 

■ 4 

goren wird. 

Der Erf indungsgegenstand wird nachetehend an- 
hand der beigefUgten Zelchnungen erlautert. In die6«n 
zeigen 

Pig. 1 und 2 elektronenmikroskopische Photo- 
graphien von im Rahmen der Vefrwendung zu verwendenden 
Mikroorganismen vom Stamm Bacillus H-j bzw. vom Staaun 
Bacillus N^. 

Pig. 3 stellt in einem Kurvenbild die Akti- 
vitaten der gemaB der Erfindung erzeugten, alkalischen 
Cellulaaen dar, 

Fig. 4 in einem Kurvenbild die Aktivitfiten 
von bekannten Cellulasen, 
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Pig. 5 in einem Kurvenbild die" ^ktivitaten 
der erf indungsgemaJBen alkalischen Cellulasen nach einer 
10 Hinuten langen Behandlung bei 70° C, 

Fig* 6 in .einem Kurvenbild die Bestiindigkeit 
der iUrbivitat der alkalischen Cellulase gemaB der Er- 
f indung bei verscbiedenen pH^Werten, 

Fig. 7 in einem Kurvenbild die Temper at urab- 
hangigkeit der Afctivitat der alkalischen Cellulase gemafl 
der Erf indung und 

Pig*. B„jln* eijaein Kurvenbild die Temperaturbe- 
standigkeit der alkalischen Cellulasen gemafi der Er- 
f indung. . * „ 

Die im Rahmen der Erf indung verwendeten Mikro- 
drganismen sind neue Arten, die zu der Gattung Bacillus 
gelioren, in dem nachstehend beschriebenen Hahrmedium gut 
vmchsen und eine alkalische Cellulase erseugen- Diese 
Arten mirden erstmala in den Bi5den von Hirosawa, Wako-shi 
(Prafektur Saitama, Japan) entdeckt und aus ihnen iso- 
liert und yon der Anmelderin als Stamme Bacillus T5^ und 
Bacillus bezeichnet. 



Die genannten Itikroorganismen der Stamme 

J- und Bacillus EL v 
1 4 

beschriebenen Weise isoliert. 



Bacillus EL und Bacillus EL wurden in der nachstehend 
1 4 



Der Boden wurde in steriliertem Wasser sus- 
pendiert und in einer Schale in dem nachstehend angege^ 
benen Nahrmedium gezttchtet: 
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(Zusammensetzung des N£hr mediums) 



a) 


Lbsliche Starke 


2C g 




K 2 HP0 4 

Hef eextrakt 


1 g 

5 g 




Pepton 


.10 g 




MgSO -7H o 0 

4 *- 
Agar-Agar 


0,2g 
20 g 




Waeser 


900 ail 


b) 


lia 2 C0 5 


10 g 




Was'; ' r " 


100 ml 



a) und b) wurden 15 Minuten lang bei 115° C 
sterilisiert und dann vermischt. 

Die £>chale wurde 24-48 Stuv.den lang bei 37° C 

bebriltet » 

Danach wurde von den auf der Schale vorhande- 
nen Kolonien eine Kolonie eines Llikroorgsnismus isoliert, 
welcher die genannte alkaliscbe Cellulase erzeugte. 

Dieser Mikroorganismus wurde als "Bacillus K^ 11 
bezeichnet. Der gemannte Bacillus wurde nach demsel- 
beri Verfahren isoliert. 

Die als Bacillus N-| und Bacillus bezeich- 
neten Stamme wurden bei der American Type Culture Collec- 
tion (ATCC) unter den ATCC-Zugangsnummern 21832 und 21833 
deponiert. Diese Depots bei der ATCC unterliegen keiner 
Beschrankung, so daB die Kulturen fiir die Off entlichkeit 
ohne weiteres zuganglich sind. Beide genannten Stamme 
wurden am 13* September 1970 fiir die Abgabe an die Off ent- 
lichkeit freigegeben. Die Erfinder haben entdeckt, da3 
die Miki'oorganism; n Bacillus 1^ und- Bacillus N A 
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unter den nachstehend angegebenen Zuchtungsbedingungen 
eine neue alkalische Cellulase erzeugen und anreichern, 
und haben ein Verfahren fiir die Erzeugung der alkali- 
schen Cellulase gemaB der Erfindung geschaffen. 

Die ^igenschaf ten des Bacillus und des 
Bacillus sind nachstehend angegeben. Die mikrobio- 
loi,ischen Ligenschaf ten wurden nach den .Verfahren f est- 
gestellt, die in "Aerobic Spore-forming Bacteria 11 von . 
Nathan R. Smith, R.E. Gordon und F.E. Clerk (United 
States Department of Agriculture, November 1952) und in 
"Bergey ' £ Lianual of Determinative Bacteriology 11 (1957) 
beschrieben sind, 

iSoweit nichts anderes ausdrucklich. angegeben 
ist, wurden Medien mit den nachstehend angegebenen Zu- 
sa;naiensetzungen verv/endet, vvobei jedes Medium durch 
den Zusatz von 1 ,0$ wasserfreiem Jiatriumcarbonat auf 
einen pE-Wert von etvva 10 e ingest ell t wurde. (Jeder 
V*ert in der Tabelle gibt das Gewicht in g in 1 1 Wasser 
an) . 
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Art Bestandteile 



U- C £J 

Nahr- 

me- 

diums 


Na- 


Pep- 


Pleisch- 


Hefe- 


Trau- 


Star- 


Sonsti o-p 


trium- 


ton 


extrakt 




ben- 


ke 


carbo- 
nat 






trak"fc 


CJU. u. 

ker 






A 


10 


5 




5 




20 


1) 


B 


10 od. 
n« z • 


5 


3 










C 


M 


5 


3 








Agar- 








- 




Agar: 1 5 


D 


H 


5 


3 








ffafil t70 
. ctaox i fv 


£ 


11 


5 


3 ' 


• 


* 10 






P 


11 








1 A 
1 U 




'it 

Agar- 












Agar* 15 


G 


11 


5 


3 










H 


If 


5 












I 


II 














J 


10 


5 




5 




20 


1 / 


XT 

K 


10 


7 






5 




HaCli5 


L 


10 


5 


3 










M 


10 


5 




5 




20 


1) 


H 


10 od. 
n. z. 












3) 


0 


10 


10 


3 


2 


10 




IgHPO^iS 


P 


10 












4) 


Q 


10 






5 


10 




5) 


R 














IV 
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A Selektives Medium 

B Bouillon 

0 Bouillon mit Agar-Agar * 
D KaCl-Bouillon 

E Traubenzucker-Bouillon 

P Traubenzucker-Bouillon* mit Agar-Agar 

G Gelatine-Medium 

H Peptonwasser 

1 Kartoff elmedium 

J Medium z\xr Bestimmung der Wachstumsbedingungen 

K Medium fiir den Vogee-Proskauer-Test 

L Medium fiir den Ilitratreduktions-Test 

M Medium fur den Starkehydrolyse-Test 

K Medium fiir den Citronensaureverwertungs-Test 

0 Medium fur den anaeroben Ifachstums-Test 

P Medium fiir den ^uckerverwertungs-Test 

Q Medium fiir den Kaseinzersetzungs-Test 

R Medium fiir den Katalasereaktions-Test 

1 ) XgHPO^I 

Agar- Agar s 1 5 
MgS0 4 .7H 2 0j 0,2 

2 ^ Handel sublicher Kartoff el extrakt (Dif co) i 50 

Agar-Agar: 15 

^ NaCl:1 

MgS0 4 .7H 2 0A 0,2 
(KH 4 ) 2 HP0 4 : 1 
KH 2 P0 4 : 0,5 
Natriumcitrat t 2 
Agar-Agar : 1 5 

4) (NH 4 ) 2 HP0 4 : 1 

KC1: 0,2 
MgS0 4 : 0,2 
Hefeextrakt: 0,2 
Zuckerarten: 5 
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Das Wachstum des Stammes wurde auf einam 
Medium beobachtet, das 0,5 f° Pepton, 0,5 j6 Hef eextrakt , 
1,0 $> Traubenzucker, 0,01 fo KgHPO^, 0,002 # MgSO^, 
1,0 fo Ka 2 C0 5 und 1,5 ^Agar-Agar (pH-Wert = 10,0) ent- 
hielt. Von diesen Bestandteilen war das-NagOO^ zuge- 
setzt worden, nachdem es getyennt sterilisiert worden 
war. 

I) Schalenkultiir: 

Die Kolonie ist kreisf brmig' und hat eine 
ebene O.berflache. Der Rand der Kolonie ist wellig oder 
ohrmuschel'formig. Die Kolonie hat eine gelbliohbraune, 
glanzende Oberflache* 

II) Schragrohrkultur (slant culture): 

Sich ausbreitende Kultur mit glanzender 
Obertflache. 

III) Einstichkultur (stab culture) 

Ein Wachstum wird nur an der Oberflache, 
nicht in der liefe beobachtet. 
c) Biologische Eigenschaften: 

I) Optimal e 7/achstumsbedingungen: 

pH-Wert 9,0-10,0 

Temperatur 50-42° C 
aerob 

II) Wachstumsbedingungen: 

pH-Wert 8,0-11 ,0 

Temperatur kein v/achstum bei 45° G 



(alkalisches Medium) 



aerob 



III) (Jram-Parbungs-Test ; Positiv (in dem vorgenannten 
selektiven Medium) 
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5) 



n.z. 



Kaeeint 



Agar- Agar $ 15 
MgS0 4 *7H 2 0t 0 f 2 

nicht zugesetzt 



Die St&mme N 



und wurden vtrahrend ihrea 



WachB turns auf dem vorerw&hnten selelctiven Medium mor- 
phoiogisch beobachtet. 

!• Mikrobiologische Eigenschaf ten des Stammes H ? 

a) Morphologiet 

Der Mikroorganiamus hat eine Grbfle von 
0,5-^0,8 pm mal 1,5-2 f O pm. Die Spore ist oval und hat* 
eine (JriJBe von 0,8-1,2 pm mal 1,8-2,2 pm. Dae Sporan- 
gium ist gequollen. Wie aus der elektronenmikroekopi- 
schen Photographic in ^ig. 1 erkennbar iert, hat der 
Mikroorganismen peritrichbse Geisseln, die eine Moti- 
lit&t besitzen. 

b) Wachstumseigenschaften auf verschiedenen Midien: 
Medium Wachetumszustand 



beim pH-Wert 7 beim pH^Wert 10 



I) Bouillon 

II) Bouillon mit 
Agar-Agar 

III) Traubenzucker- 
Bouillon 

IV) Traubenzucker- 
Bouillon mit 
Agar-Agar 

V) (J el at ine -Medium 

VI) Peptonwasser 

VII ) Kart of f elmedium 

3098 



keln WachBtum 
keln Wachstum 
kein Wachstum 

kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Y/achstum 

U/1119 



gutes Wachstum 
gutes Wachstum 
eehr gut .Wachstum 

sehr gut •Wachstum 
gutes Wachstum 
Wachstum 
gutes Wachstum 
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b) Wachstumseigenschaften auf verschiedenen Iledien: 



Medium 



Wa chs t urns 2u s t and 



beim pH-Wert 7 beim pH-Wert 10 



I) Bouillon 

II) Bouillon mit 
Agar-Agar 

III) Traubenzucker- 
bouillon 

IT) Traubenzucker- 
Bouillon mit 
Agar-Agar 

V) &elatine-15edium 

VI) Peptonwasser 

VII) Kartoffelmedium 



kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 

kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 



kedn Wachstum 
kein Wachstum 
sehr gutes Wachstum 

sehr gutes Wachstum 
kein Wachstum 
kein Wachstum 
gutes Wachstum 



Das Wachstum des Stammes wurde auf einem Medium 
beobachtet, das 0,5 # Pepton, 0,5 # Hefeextrakt , 1,0 fa 
Traubenzucker, 0,01 jt KgHPO^, 0,002 # MgSO^, 1,0$ Ha 2 00 3 
und 1,5 1* Agar-Agar (pH-Wert = 10,6) enthielt.. Von diesen 
Bestandteilen war das Na^CO^ zugesetzt worden, nachdem 
es getrennt sterilisiert worden war. 

Die Kolonie hat eine unregelmafiige Form und 
eine ebene Oberflache. Der Rand der Kolonie ist wellig 
oder ohrmuschelf ormig. Die Kolonie hat eine graulich- 
weifie, glanzende Oberflache. 



II) Schragrohrkultur (slant culture) x 

Sich ausbreitende Kultur mit glanzender Ober- 
flache. 

III) Einstichkultur (stab culture) 

. * Ein Wachstum wird nur an der Oberflache , nicht 

in der Tiefe beobachtet. 
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IV) Voges-Proskauer-Beaktionr Positiv 

V) Ifitratreduktion; Positiv 

VI) Katalasereaktion: Positiv 

VII) Gelatineverfliissigungi* Sehr schwach 

VIII) Starkehydrolyse: Poeitiv 

IX) Citronensaures Agar-Agar-Medium (alkalisch)t Sehr 
schlechtea Wachstum 

X) Unter anaeroben Bedingungen: Kein Wachatum 

XI) Bouillon mit 7 % Kochsalzi Gut ea Wachatum. unter 
alkaliachen Bedingungen (Bildung von Hiederaohliigen) 
aber kein Wachatum im neutral en Medium 

XII) Bildung von Sporen auf Bouillon mit Agar-Agar* 
Es bllden aich kaum Sporen lind wacheen hScbstens 
sehr langaam. 

XIII) Zerset?ung von Kaseins Sehr achwach 
d) Verwertung von Kohl enst off quell ens 

Der Stamm waohat nicht im neutrfuLen Medium. 
Im alkalischen Medium wachst er, aber die Erzeugung von 
Saure kann nicht beatimmt warden, weil das Jlediu* 1 i> 
Carbonat enthalt. Im alkalischen Medium kann der Stamm 
Galaktose, Raffinose, Sorbit oder Glycerin nicht vtr- 
werten, 

2) Mikrobiologiache Eigenschaf ten dea Stammeg 

a) Morphologies 

Der Mikroorganiamua hat eine GrtJfle von 
0,1-0,2 jim mal 4>0-6,0 pm. Die Spore 1st kreisf tJrmig 
und hat eine GrcJfie von 1,5-2,0 pm mal 1,5-2,0 Jim. Die 
Sporozyet iet g quoll n. Wi aus d r el ktr6tienttikro- 
skopischen Photographic in fig. 2 herv rg hi, hat der 
wdchs nde Mikroorganiamua p ritrichBee Gelatin mit 
Mo til it fit, 

aoil8U/1119 
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DieSe mikrobiolo^iachen iiigenschaf ten der 

Stamine und tt, sind in der nachstehenden 'iabelle zu- 
1 4 

samuengefailt , aus der deutlich hervorgeht, daB diese 
Stamme verschiedene mikrobiologische Eigenschaf ten 
haben umd zu verschieder.en Art en gehoren. 



Eigen- Stamm 
achaf t 



Stamm 



I " 0,5-0,8 pm mal 1,5-2,0 jim 

II . 0,8-1,2 jim mal 1,8-2,2 

III kreisf ormig, ebenfla- 
chig , gelblichbr aun , 
glanzend 

IV ausgedehnte, stoff- 
a^tige Form, glanzend 

V V/achstua 

VI hydro 1 y s i er end 

VII aehr sehwaeh 

VIII sehr schwach 

IX Bildung von 
Niederschlagen 

X keine Yerwertung von 
Galaktose, Raffinose, 
Sorbit Oder Glycerin 



0,1-0,2 jim mal 4,0-6,0 
1 ,5-2,0-jzm mal 1,5-2,0 jim 
lichtundurchlassig, eben- 
flachig, graulichweifl , 
glanzenu -* 

ausgedehnte , stof f artige 

Form, glanzend 

kein Wachstum 

hy dr oly s i er end 

sehr schwach 

sehr schwach 

Triibung 

keine Verwertung von 
Inositol, Sorbit Oder 
Glycerin 



Dabei ist 

I; Gro3e des Bakteriums 

II: Grt)i3e der Spore- 

III; Beschreibung der Schalenkultur . 

IV: Beschreibung der Schriigrohrkultur 

V: /iVachstum auf Bouillon tait Agar-Agar 

VI: Stilrkehydrolyse 

VII; Gelatineverflusiiigung 

VIII: Kaseinhydrolyse 
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c) Biologische iagenschaf ten: 

I) Gptimale Y/achstumsbedingungen: 

pH-Wert 9,0-10,0 
Temperatur 30-42° C 
aerob 

II) Wachstumsbedingungen: 

pH-7/ert 8,0-11,0 
aerob 

III) Gram-Iarbun£0-Test : Positiv (in dem vorgenannten 
selektiven luedium) 

IV) Voges-Proskauer-Reakt ion; Fositiv 

V) Uitratredukt ion: Positiv 

VI) Katalasereaktion: Positiy 

VII) GelatineverflUssigung: Sehr schwach 

VIII) Starkehydrolyee: Positiv 

IX) Citronensaures Agar-Agar-Uedium (alkalisch): 
Sehr schlechtes Wachstum 

X) Unter anaeroben Bedingungen: Kein WachBtum 

XI) Bouillon xnit 7 i<> Kochsalz: Gutes Wachstum unter 
alkalischen Bedingungen (Trubung) aber kejLn Wachs- 
tum im neutralen Medium 

XII) Bildung von Sporen auf Bouillon mit Agar-Agar t 
Es bilden aich kaum Sporen. 

XIII) Zersetzung von Kasein: sehr echwach. 

d) Verwertung von Kohl enstoff quell en: 

Der Stamm wachst nicht im neutralen Lledium. 
Ira alkalischen iwedium wtichst er, aber die Erzeugung von 
Saure kenn nicht beatimtnt wurden, weil das Medium 1 > 
Carbonat enthalt. Im alkalischen Medium kann der Stamm 
Inositol, otubit oder Glycerin nicl:t verwerten. 
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und hat eine positive Voges-Froskauer-Reaktioh. Dagegen 
kann der Bacillus pasteurii Starke nicht hydrolysieren 
und hat er eine negative Voges-Proskauer-Reaktion, Ein 
charakteristischerer Unterschied bestt-ht swischen den 
ein Wachstum ermoglichenden pK-yerten. Im allgeineinen 
wachsen Bakterien der Gattung Bacillus bei pH-?erten 
von etwa 5,0-8,0. Der Bacillus polymyxa wachst bei pH- 
Werten von 4,8-7,2, der Bacillus alvel bei pH-,Yerten 
von 4,8-5,6 und der Bacillus pasteurii bei pfl-V/erten 
bis zu 8,6 unter anaeroben Bedingungen. Dagegen wachsen 
die Stamme und bei pH-'vVerten von etwa 8,0 bis 11,0. 
Man erkennt somit, dafi die Stamme H 1 und von den vor- 
erwahnten, bekannten, ahnlichen Arten gut unterschieden 
werden kbnnen. 

ffie vorstehend beschrieben wurd, ist keine 
Art bekannt, die mit dem Stamm N 1 oder dem Stamm • 
identisch ist. Angesichts von charakteristischen mikro- 
biologischen Eigenschaften kann man annehiaen, daB es 
sich um neue Arten handelt. 

Lie Stamme H 1 und wurd en daher als Stamme 
W 1 bzw. der -Gattung Bacillus bezeichnet. 

Jeder der Stamme N 1 und N 4 kann in einer Nahr- • 
bouillon eine alkalische Cellulase erzeugen und in 
hoher Konzentration anreichern. Beim Zuchten dieser 
Stamme verwendet man als Kohlenstoff quellen vorzugs- 
weise verschiedene Z.uckersubstanzen, beispielsweise 
Traubenzucker, Saccharose, CMC, KLeie, Cellulosep'ulver 
usw, und als Stickstoff quellen Pepton, Fleischextrakt , 
Maisquellwasser, entfetete Sojabohnen usw. Kan kann 
audi anorganlsche Substanzen verwenden, beispielsweise 
Animoniumsalze , Phosphate und initiate. 
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IX: Zustand beim V/achstum auf Bouillon mi t 7 # 

Kochsalz 

X: bei der obersten Temperatur, bei der ein tfachs- 

turn beobachtet werden kann. x 

Auf grund dieser Eigenschaften wurden die 
Stamme N 1 und nach den KLassif ikationsmethoden unter- 
sucht, die in den vorgenannten Verof f entlichungen ange- 
geben sind. Dies sind: N.R. Smith u,a., "Aerobic Spore- 
forming Bacteria" und "Bergey's Manual of Determinative 
Bacteriology (1957)", S. 613* ff # Dabei wurde festge- 
stellt, daB jeder Stanim in manchen Punkten bekannten 
Bakterien der Gattung Bacillus ahnlich ist, daB sich 
aber jeder der Stamme und in cherakteristischen 
Eigenschaften von diesen bekannten Bakterien unterechei- 
det. Da unter den bekannten Bakterien kein Stamm gefun- 
den werden konnte, der dieselben mikrobiologischen Eigen- 
schaften bes^itzt wie der Stamm N 1 Oder B^, kann man 
diese Stamme ala neue Arten der Gattung Bacillus be- 
zeichnem 

Da jeder der Stamme N 1 und ein, aerobes 
sporenbildendes Bakterium darstellt, gehSren beide 
Sttimme zu der Gattung 3acillus, Fur die Stamme M 1 und 

ist es charakteristisch, dafl sie nur in einem alka- 
lischen, aber nicht in einem neutralen Medium wachsen. 

Zur Bestimmung der Stamme N 1 und wurden be- 
kannte Stamme untersucht. Dabei hat es sich gezeigt, dafl 
der Stamm N 1 dem Bacillus polymyxa und dem Bacillus 
alvei iihnelt und daii der Stamm dem Bacillus pasteurii 
ahnelt, Jedoch wLichst der Stamm in ein m 7 # Kochsalz 
enthaltenden Medium, wiihrend der Bacillus polymyxa und 
der Bacillus alvei in einem 5 # Kochsalz enthaltenden 
Medium nicht wachsen. Der Stamm IT hydrolysiert Starke 
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Die ^ktivitLt der erf indungsgemaB erzeugten 
alkalischen Cellulasenormalsubstanz wird wie folgt 
bestimmt: 

Verfahren zur Aktivitatsbestiinmung und Aktivittitseinheit 

0,5 ml einer Enzymfliissigkeit werden zu. 1 ml 
CHIC (2,0 fo) und 1 ml einer Glycin- NaC1-Na0H- Puffer- 
losung (pH-Wert 9,0) zugesetzt. Die Reaktion ward 20 
Minuten lang "bei 40° C durchgef iihrt . 

Bach der DurchfUhrung der Reaktion wird mit 
Hilfe der 3 ,5-Dini.trosalicylsaure (DNS) der reduzlerte 
Zucker bestimmt. Dazu wird 1 ml des DHS.-£eagens zu 
0,25 ml der Reaktionsfliissigkeit zufgesetzt und das Ge- 
misch zur Farhung 5 Minuten lang auf 100° C erhitzt. 
Each dem Abkiihlen wird die f'lussigkeit mit 4 ml destil- 
lierteni Wasser verdunnt. Danach wird das Absorptions- 
vernogen bei 500 nm bestimmt. 

Die Aktivitatseinheit des Ensyms wird wie 
folgt bestimmt: rfenn unter den vorgenannten Bedingungen 
reduzierter Zucker in einer 1 mg Traubenzucker entapre- 
chenden £enge gebildet wird, betragt die ^ktivitat 
100 Einheiten. 

Die alkalische Cellulase gemafl der 2rfindung 
hat eine relative Aktivitat von 200-1000 Einheiten pro ' 
g, und es kann nachgewiesen werden, daS sie ein neues 
Enzym mit neuartigen physikalischen und chemischen 
£igenschaf ten ist, die "nachstehend angegeben sind. 



3098U/1 1 19 



- 16 - 



2267832 



Eessere Ergebniese erzielt aan feel Mitver- 
wendung von winzigen liengen von anorganiBChen i^etall- 
ealzen, Vitaminen, wachstumsf ordernden Faktoren, wie 
Hefeextrakt usw. Um den pH-Wert einer Hafarboullltm etwa 
bei 10 zu halten, setzt man zweckmaBtg 0,5-1,5 vwasser- 
freies Hatriumcarbonat zu. 

Vorzugsweise erfolgt die Ziichturig bei einer 
Temperatur von etwa 20-40° C unter SchEitteln oder Eewe- 
gung durch durchper] ende Luft. Die Krzeugung der ge- 
wunschten alk^lischen Cellulaee erreicht wc/nrend etwa 
2-6 Tagen ihr ilaximum. Man kann tine Rohenzymf lttseig- 
keit gewinnen, indem man die Kahrbouillon zentrifugiert , 
mit Eilfe eines Filterhilf setoff s filtiiert oder Filz- 
korper und ein Salz, wie Calciumacetat t einer >iceh- 
fallung unterwirft. 

Lian kann dieee liohenzymf lUesigkeit als sblche 
verwenden oder ein gereinigtee Enzym gewinnen, indein 
die hohenzymfliissigkeit einem bekannten leolierrerfahren 
unterwoifen wird, z.E. einem ^uqsalzen nit Ammonium- 
eulfat, .einen Ausfl'llen in einem Losungsmittel oder 
einer Dialyse, wobei fe&tes Rohensym gewonnen wire, dae 
danach gereinigt und kristallisiert wird. 

Die beiden aue der K&hrbouillon de6 Stamtuea 
und des Stanmes gewonnenen alkaliechen Cellulase^ 
No rmalsubst arizen haben gemafi Pig. 3 eine cptinralt Akti- 
vitat iia pH-Bereioh von etwa 8-10. Diese AktiVitat let 
fUr dieee alkaliscfae Cellulaee charakterietlscfc, well 
bekannte von Mikroorganismeii (Asp. niger, TricboderJfla rp., 
Penicillium sp. und Pseudouonae sp.) . staauaendit ^ijkro- 
organismen eine optiaal* Aktivltat itn pU^Eereith *dfc 
etv/a 4-7 haben, wie aus d r Fig* 4 hervor£e;b*> 
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pH-Wert 9t0 die Inakt ivierungsbedingungen best lent, Die 
Ergebnisse dieses Versuchs gehen aus der Fig# 7 hervor. 
Me Inaktivierung begann bei folgender Temperatur* 

Kikro o r ganismus 

Staum II. St atom JSL 



Temperaturbestfcndig bis 50° C 60° C 

(5) Hemmung, Aktivierung und Stabilisierung 

Fur die von de& Stamm II ^ und d$m Stamni 
erzeugten, alkalischen Cellulasen wurden die faettpenden 
oder aktivierenden Einfliiese von Ketallionen und er- 
hchten Temperaturen bestimmt* Bie*Ergefcnisse dieser Ver- 
suche aind nachstehend angegeben. Jedes lletallion wurde 
in einer Konzentration vom 10 M verwendet. 

Pig. 8 zeigt in einem Kurvenbild die Tempera- 
turbest&ndigkeit f ausgedrUckt durch die bei einem pH~ 
Wert von 9,0 gemessene Bestaktivitat f die nach einer 
10 Kinuten dauernden Inaktivierung bei der angegebenen 
Temperatur vorhanden war. Dabei iat in dem Kurvenbild 
der Bereich angege'ben, in dem die Restaktivlt&t h&her 
ist als 50 wenn als 100 $ die Maximalaktivitfct der 
jeweiligen alkalischen Cellulase bezeichnet wird. 

Wie aus der nachst ehenden Tab ell e hervorgeht, 
wurde beim ^ueatz von Athylendiamintetraacetat (EDTA) 
oder von p-Chloromercuribenzoesfiure (PCMB) zu den alka- 
lischen Cellulasen kelnerlei Hemmung festgestellt. 
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Wie aus der vorstehenden labelle faervorgeht, 
hat) en die- von dem Stamfd und dem Stamm erzeugten, 
alkalischen Cellulasen eine Aktivitat in dem pH-Bereich 
von etwa 7-10 bzw* etwa 5-10. 

(3) pH-Bestandigkeit 

Die aus Nahrbouillons des Stammes und des 
Stammes Ef^ gewonnenen, alkalischeri Cellulasen wurden * 
darch 10 Minuten langes Erhitzen auf 60° inaktiviert. 
Danach wurde die. Rest aktivitat bestimnt. Aus der nach- 
stehettden. iabelle und* der Jig. 6 geht hervor, iti wel- 
chen pH-Bereichen diese Cellulasen bestandig sind. 

Mikroorganismus 

Stamm IL Stamiu IT, 



pH-Bereich 6,5-11,0 5,5-11,0 

Aus -der 3?ig. 6 geht hervor, in welcben pH- * 
Bereichen die Restaktivitat hoher 1st als 50 wenn 
man mit 10Q, io die Maximalaktivitat der jeweiligen alka- 
lischen Cellulase bezeichnet, die aus einer Nahrbouil- - 
Ion des Stammes oder gewonnen wurde. 

Aus der vorstehenden Tabelle geht hervor, dafi 
sicb die voh dem Stamm und dem Stamm stammenden, 
alkalischen Cellulasen dadurch kennzeichnen, da3 sie in 
einem gxofien pH-Bereieh bestandig sind- 

( 4) Inaktivierungsbedingungen (Tejmperaturbestandigkeit ) 

FUr alkalieche Cellulasen, die aus Nahrbouil- 
lons d s Stammes ITj und des Stsinmes gewonr-en worden 
waren, wurden durch Verlinderung der Temperatur bei dem 
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Physikalische und chemische ^igenschaf ten dee Enzyms 
(1) Punktion und Substrateigenschaf tens 

Die durch Ziichtung des Stammes und dea 
Stammes erzeugten, alkalischen Cellulasen haben eine 
spezif ische zersetzende Wirkung auf folgende Cellu- 
losen. 

Zur Erzeugung der alkalischen 
Cellulase veryvendeter Jlikroorganiamus 

Stamm N 1 Stamm N. 



Zersetzte CMC * CMC 

Substanzen Cellulose Cellulose 

(2) Gptiinaler pH-Bereich: 

Mit Hilfe der Mcllvainescfaen Pufferlosung 
und der (xlycin-Puf f erlosung wurden pH-Werte in den Be- 
reichen von 3-8 bzw. 8-11 eingestellt. 

Die optimalen pH-Aterte. jeder aus Nahrbouillons 
des Stammes und des Stammes erzeugten, alkalischen 
Cellulase ?mrden filr das Rohenzym (Fig. 3) urid nach 
einer 10 Liinuten dauernden Erhitzung auf 7C° C (Pig. 5) 
bestimint. 

Cptimaler pH-«Jert 

^ikroorganismus 

Stamm N- ' Stajwn 1-L 
: — : —J : + 

Hohenzya 6-9 6 

Kach 10 «in. bei 70°C - - . 1Q f 0 
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Y/irks&mkeit im &ebrauclu 



Das Enzym bzw. die alkalisebe Cellulase ge- . 
maB der Erf indung ist ein cellulosezersetzendes Enzym, 
das eine optimale Aktivitat in.eineru pH-Bereich auf 
der alkalischen Seite besxtzt und bei Verwendung zur 
Abwasserreinigung eine enzymatische Wirksamkeit zeigt. 

Die enzymatieolie Tfcirksaiokeit dee Enzyme bzviu 
der alkalischen- Oellulase gemaB der Erfindung wird 
nachstehend anhand von Versuchsergebnissen e^lautert* 

1) Verwendungr 

Bei Verwendung zur Abwasserreinigung kana 
das Enzym gemaB der Erfindung in Pulverf orm direkt dem 
Abwasser zugesetzt warden. Dabei. ist keine Begrenzung, 
z.B. hinsichtlich des pH-Wertes des Abwassers, zu 
beacfaten. 

2) Enzymatische "tfirksamkeit in Detergent ienr ' 

Das erf indungsgemelBe Enzym wurde im Abwasser 
wahrend einer bestimmten Zeit auf 40° C gebalten und 
die Zersetzung der Cellulose gemessen. 

Versuchsverfahrent 

1 g mit Alkali behandelter Cellulose (Avicel 
SP) und 100 ml des Enzyms mit 3000 Einheiten pro 100 ml 
wurden wahrend eines Zeitraums von 24 Stunden bei 37° 0 
unter Ruhren umgesetzt. 

AuQerdem wurde der pH-Wert des verwetideten 
Enzyms wshrend der Reaktionszeit mit Hiife einer Glycin- 
KaCl-IlyOIl-Pufferlo&ung auf !Q f 0 eingestellt. 
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Vcn der Nahrbouillon des Stammes N. werden 

4 

die Bakterienzellen afczentrifugiert. Danach wird die 
Bouillon auf DEAE-Sephadex (erzeugt von der Pirma 
ghamacia in Schweden) adsorbiert, das mit einer Puff er- 
losung von 0,1 M Na 2 C0^, die mit Essigsaure auf den 
pH-7/ert 9,0 eingestellt worden war, dem pH— Wert der 
Losung genligend angeglichen worden war. Hach gentigen- 
dem .Vaschen der vorstehenden Pufferlpsung wurde mit 
dieser der 0,5 M Had zugesetzt worden war ,* eluiert . 
Das Eluat wurde einer Gelf iltration mit Sephadex G-100 
(erzeugt von der Firma Pharmacia, Schweden) unterwor- 
fen, dessen pH-./ert mit Hilfe einer Puf f erlosung 
(pH--.7ert 3) vor. 0,1 L tris-HCl genligend angeglichen 
worden, war . * . , - . ' 

Man erhtilt auf dieoe Weise eine End-IToriaal- 

substanz. 

(8) ^lecientaranalyse: 

Aufgrund der mit tfephadex G-100 dMrchgefiihr- 
ten Gelf iltration wird angenommen , dafl die von dem 
Stamm und dem Stamm erzeugten, alkalischen Cellu- 
lasen ein Llolekulargewicht von etwa 3*10* haben. Bei 
Enzymen mit hohen liolekulargewicht en kanh man durch 
Elementaranalyse und Berechnung der Analyoenv/erte fiir 
Kolilenstoff , Stickstoff, tfaeserstoff * und Sauersioff 
keine charakteristischen Eigenschaf ten bestimmen. Aua 
diesem Grunde wurden diese alkalischen Cellulasen 
keiner Elementaranalyse unterworfen. 

Zusammenfas8end ergibt der Vergleich der 
physikalisch-chemischen Eigenschaf ten des Enzyme bzw. 
der alkalischen Cellulase gemaD der Erfindung mit 
denen der bekannten Cellulasen deutlich, daB es sich um 
eine neue, von alien bekannten Oellulasen verschiedene 
alkalische Cellulase hand it. 
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Hemmende Metallionen 

Aktivierende 
Metallionen 

Temperaturbestandig- 
bis 

Hemmung durcJtx EDTA 
Hemmung durch PGMB 

"At 

( 6) Molekulargewicht: 

Aufgrund der Beatimmung durch das' (Jelfiltra- 
tionsverfahren unter Verwendung von "Sephadex &-100" 
nimmt man an, dafl die von dem Stamm IL und dera Stamm 
erzeugten, alkalischen Gellulasen folgende Morekularge- 
wichte haben: 

Verwendeter Stamm 
N 1 . N 4 



Molekulargewicht etwa 3. 10* etwa 3.10 4 und 

etwa 1 ,5.1c 4 " 

(7) Verfahren zur Reinigung dea Enzyms: 

Nachstehend wird die Reinigung beispielsweise 
des von dem Stamm erzeugten Enzyms erlautert. 



Mikroorganiamus 



Stamm N 



1 



Stamm S\ 



Cd ++ , Hg^, 
Fbt + , Cu+ + 

Ka + , K + , Ca ++ , 
Mn ++ , Fe ++ 



++ 



Pb 



Ca ++ , Mn ++ 



70° C 



nicht beobachtet 
nicht beobachtet 



70° C 



nicht beobachtet 
nicht beobachtet 
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Patentansprucbe: 

0 Alkalische Cellulase, dadurch gekenn- 
z-eichnet, daB sie ein Enzyia ist, das bei einer Tempe- 
ratur von 40° eine optiaale Aktivitat bei einem pK- ' 
V/ert von 5-10 hat. - 

2. Verfahren zum Erzeugen der neuen alkalis 
echen Cellulase mit den physiValisch-chealschen idgen- 
schaften nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 
ein Nahrmedium, das aus einem Carbonat, einer liohlen- 
stoff quelle, einer Stickstcffquelle und einem anorga- 
nischen Material mit einem iiikroorganiamua von dem 
Stemm Bacillus H 1 (-ATCC 21832) und Bacillus N 4 (ATCC 
21853) geimpft und der ilikrcorganismus in dem Nahr- 
medium bei Temperaturen von etwa 20-40° C geziichtet 
wird, bis in dem Nahrmedium eine betr-LLchtliche enzyme- 
tische Wirksamkeit vorhanden ist und die genannte alka- 
lische Cellulase in dem Nahrnedium erzeugt wird, worauf 
die genannte alkalische Cellulase aua dem Nnhrmedium 
gewonnen wird. 

\ 3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 

zeichnet, dafi die ZUchtung in einer aeroben Submers- 
kultur unter RUhren erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daf: die ZUchtung wahrend einea Zeitraums von 
etwa 24-75 Stunden erfolgt. 

5- Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi das Nahrmedium einen pH-Wert von 8-1 1 
hat. 
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Beispiel 2 



Ein Nahrxediuni niit derselben Zusammensetzung 
wie das im Beispiel 1 verwendete wurde mit. dem Stamm 
Bacillus (ATGC 21833) geimpft und 72 Stunden lang 
in einer Schiittelkultur bei 37° G gezucbtet. In der 
im Beispiel 1 angegebenen ffeise wurde das athanolge- 
trocknete rulver erzeugt. Es wurde eine alkalische 
Cellulase-ITormalsubstanz iait einer relabiven Aktivitat 
von 1000 iinheiten pro g in einer Menge von 10 g pro 1 
der Eahrbouillon erhalten* 
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I'ach durchgeflihrter Beaktion wurde unlosliche 
Cellulose abgetrennt und das Trcckengewicht der .unl&s- 
lichen Stoffe bestinimt. 

Ergebnisse: 

Aktivitat des erf indungsgeraaflen Enzyme: 

Trockengewicht des Zer3etzter 
unloslichen Substrats Anteil 
(g) * 

0,83 17 
0,72 28 

Nachstehend wird der Erf indungsgegenstand * 
arihand von Beispielen erlautert, 

Eeispiel 1 



Ein Nahrmedium (pH-Wert etwa 10) mit 1,0 ;i 
Pepton, 1,0 % i'leischextrakt , 1,0 £ CMC f 0,5 i> Hatrium- 
chlorid, 0,1 KH 2 PG 4 und 0, 1 $ (getrennt atabilisier- 
tes) wasserfreies Eatriumcarbonat enthielt, wurde mit 
denl^tamm Bacillus 1^ (ATCC 21832) geimpft und 72 Stun- 
den lang in einer Schiittelkultur bei 37° C geziichtet. 
Durch Abzentrifugieren der Zellen erhielt man eine Roh- 
enzymfliissigkeit. Biese wurde danrf mit Athanol getrock- 
net und mit Kilfe eines liblichen Verfahrene pulveri- 
siert. Eine alkalische Cellulase-Ncrmalsubstatiz mit 
einer relativen Aktivitat von 330 Einheiten pro g 
wurde in einer I^ienge von 16 g pro 1 der KShrbouillon 
erhalten. 



Mikro- 
organismus 



Bacillus N 
Bacillus 
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